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Z WORDING OF THE ABSTRACT ( cone inuar icr. zz item 5 on sheet 1} 



The invention relates to a process for synthesizing 
Biostatin (TT232) by means of solid phase synthesis 
on a polymeric support, by synthesizing the peptide 
stepwise using protective group-der i vat ized amino 
acids, according to which the protective groups are 
eliminated and the peptide is released from a solids 
phase, with the disulfide bridge being closed by 
oxidizing the completely or partially synthesized 
peptide in the presence of a suitable solvent while 
the peptide is still bound to the solid phase. 
The invention furthermore relates tc a process for 
synthesizing Biostatin (TT232) by means of peptide 
synthesis in solution. 
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rTTENT COOPERATION TRC-WY "* 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent a nd Trademark 
Office 
■/ Box PCT / - 

Washington, D.C.20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 4. 

in its canacfrv as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
20 April zuuu (^0.04.00; 


International application Na ' • J 
PCT/EP99/06131 


Appiicarifsoragefn'sfiSerefefence 
18843PWO-1 


International filing date (day/mortth/year) 
20 August 1999 (20.08.99) 


Priority date (day/month/year) 
20 August 199a(2Q^ 


Applicant'. • 

BRAUM, Guntheretal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 1 : > ^ 

j X] in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on; H ^ 

' ! ■; i- ■ ■■ 15 March 20(»11g^^^ : '^^#^^p|^^ 



a notice effecting later election filed With the International Bureau on: 



2. The election { X | was 

\ • I I was not ; . ' 

made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). - • ' ; J v ^ ' . / 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

F. Baechler 

Telephone No.: (41-22)338.83^38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 
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AAUBER DIE INTERNATIONALE Zl^fet/I 
^PJF DEM GEBIET DES PATENTVKe 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



MEN ARBEIT 
■SENS 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwafts 

18843P WO-1 . 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/06131 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

20/08/1999 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

20/08/1999 


Anmelder 

ORPEGEN PHARMA 6ESELLSCHAFT ...et. al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehdrde erstelft und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermitteft. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt „5 Blatter. 

[X] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



2. 
3. 



Grundlage des Berlchts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

| | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotld- und/oder Amlnosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das 

| | in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

| | zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

| | bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

| | Die Erklarung, daft das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehatt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

| | Die Erklarung, daft die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

| | Bestlmmte Anspruche ha ben slch a Is nlcht recherchlerbar erwlesen (siehe Feld I). 
[X| Mangel nde Elnhettllchkett der Erflndung (siehe Feld II). 

Hinsichtlich der Bezelchnung der Erflndung 

| X | wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[ [ wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
[X| Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. — 



| | wie vom Anmelder vorgeschlagen [^] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 . Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daft diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

I 1 internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 I X I Da fur alle r e cnercnier b aren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

' ' zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 

Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 

chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faftt: 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| j Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Feld III WORTLAUT DER ZUSAMMENFASSUNG (Fortsetzung von Punkt 5 auf Blatt 1) 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT232) 
mittels Festphasensynthese an einem polymeren Trager durch stufenweisen 
Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen deri vatisierten 
Aminosauren, wonach die Schutzgruppen abgespalten und das Peptid von der 
Festphase abgelost wird, wobei die Disulf idbrucke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten 
Losungsmittels geschlossen wird solange das Peptid noch an die feste Phase 
gebunden vorliegt. 

Die Erfindung betrifft weiter ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT232) 
mittels Peptidsynthese in Losung. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2))(Juli 1998) 



VERTRA 
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DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



PCT 



An 

Weickmann Weickmann Prechtel Weiss 

Ti'ocniQuor H c* v* "7 n RriKm 1 i c J?, Miihor 
I I c bin eye r ner luvj Duniu l_ I i i^a. ot nuuci 

Koperni kusstrasse 9 
81679 Munchen 
GERMANY 


L i a rta 2000 

MITTEILUNG DER El J^SC&IEIDUNG 
UBER DEN ANTRAG AL F^ERfeHft&tl'w^ e 

(Regel91.1f)PCT) 


Absendedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 24/02 '2000 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

18843P WO-1 


ANTWORT FALLIG 

ENTFALLT 
Siehe aber letzter Absatz unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/06131 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 20/08/1999 


Anmelder 

ORPEGEN PHARMA GESELLSCHAFT ...et. al . 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB die Internationale Recherchenbehorde seinen Antrag auf Berichtigung offensichtlicher Fehler in 
der internationafen Anmeldung / in anderen vom Anmelder bei dieser Behdrde eingereichten Schrifstucken gepruft und entschieden 
hat, 



1. 



der Berichtigung zuzustimmen: 



| X | wie vom Anmelder beantragt. 

| | im nachstehend angegebenen Umfang*: 



□ 



die Berichtigung aus folgenden Grunden ganz oder teilweise abzulehnen*: 



Ein Exemplar dieser Mitteilung ist zusammen mit einer Kopie des vom Anmelder eingereichten Antrags auf Berichtigung dem Anmelde- 
amt und dem Internationalen Buro ubermittelt worden. 



Wird die Berichtigung ganz oder teilweise abgelehnt, so kann der Anmelder das Internationale Buro vor AbschluB der technischen 
Vorbereitungen fur die international Veroffentlichung und unter Entrichtung einer Gebuhr auffordern, den Berichttgungsantrag 
zusammen mit der internationalen Anmeldung zu veroffentlichen. Siehe hierzu Regel 91 .1 f), dritter und vierter Satz, so wie - zur 
Hone der Gebuhr - PCT-Leitfaden fur Anmelder, Band l/A, Anlage B 2 (IB). 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehorde 



Europaisches Patentamt, P.&. 5818 Patentlaan 2 
/rtll NL-2280 HV Rijswijk 

S/jJ Tel. (+31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
. Fax: (+31 -70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Nina Vercio 



Jf. hbo 



Formblatt PCT/ISA/217 (Juli 1998) 
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terminal letzte Aminosaure im Sequenzaufbau als N-alpha Boc-geschutztes 
Aminosaurederivat einzusetzen. 

Im Rahmen des erfindungsgemaBen Syntheseverf ahrens werden die folgenden 
Schritte durchlaufen: 

1. Beladung des polymeren Tragers mit dem Anker und/oder dem ersten 
Aminosaurederivat 

2. Aufbau der Peptidsequenz 

3. Knupfung der Disulfidbrucke 

4. Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager und/oder der 
Schutzgruppenabspaltung 

5. Schutzgruppenabspaltung (sofern nicht bereits unter 4. erfolgt). 

Zur Abspaltung der im synthetisierten Peptid enthaltenen Schutzgruppen 
konnen literaturbekannte Methoden, z.B. Zugabe von verdiinnter Piperidinlo- 
sung, angewandt werden. 

Die Abspaltung der Peptide vom polymeren Trager erfolgt ebenfalls nach an 
sich bekannten Methoden. Im Fall der saurelabilen Ankergruppen erfolgt die 
Abspaltung sauer, besonders bevorzugt mit konzentrierter oder verdiinnter 
Trifluoressigsaure. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen der von der Festphase gelosten Peptide 
erfolgt in der Regel ebenfalls durch Saurezugabe, bevorzugt wiederum mittels 
Trifluoressigsaure. Nach der Abspaltung der Peptide konnen gewunschtenfalls 
weitere Reinigungs- oder/und Konzentrationsschritte durchgefuhrt werden. 
Eine Reinigung kann hierbei vorteilhaft mittels praparativer HPLC erfolgen. 

Die Synthese gemaS dem erfindungsgema&en Verfahren geht in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform von Fmoc-Threonin(tert.butyl- 
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ebenfalls mdglich, auch wenn die Ausbeuten mit dieser Variante etwas 
geringer sind. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgema&en Verf ahrens liegt darin, daS nach 
erfolgter Oxidation und damit intramolekularem RingschluR uber die beiden 
Cystein-Reste die Reaktionslosung abgedampft werden kann und auf diese Art 
und Weise das Produkt erhalten wird, Gegebenenfalls wird das Produkt noch 
gewaschen, z.B. mit Ether, und danach erneut abgesaugt und getrocknet. 

Im erfindungsgemaGen Verfahren sind vorzugsweise die folgenden 
Syntheseschritte nacheinander durchzufuhren: 

1 . Kopplung von Ddz-geschutztem Cys ( Acm) an tert.-Butyl-geschutztes 
Threoninamid 

2. Ersatz der Schutzgruppe Ddz durch Trifluoressigsaure, 

3. Anfugen eines Ddz-geschutzten Lysin (Z), 

4. Ersatz der Ddz-Schutzgruppe durch Trifluoressigsaure 

5. Anfugung des Ddz-geschutzten D-Trp 

6. Entfernung der Ddz-Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure 

7. Anfugung des Ddz-geschutzten Tyr (Tbu) 

8. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe und Ersatz durch Trifluoressigsaure 

9. Anfugen des Ddz-geschiitzten Cys (Acm) 

10. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure 

1 1 . Anfugen des Boc-geschutzten D-Phe 

1 2. Ersatz des Boc durch Trifluoressigsaure 

13. Oxidation und Aufarbeitung des Produkts durch Abdampfen des 
Losungsmittels und Waschen. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die Oxidation mit dem voll 
geschutzten Peptid durchgefuhrt, wogegen in der anderen Ausfuhrungsform 
in Schritt 1 1 teilweise bereits die Schutzgruppen entfernt werden, so daS 
lediglich die Acm-Gruppen am Cystein verbleiben. 
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TENT COOPERATION TR 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
SUBMISSION OR TRANSMITTAL 
OF PRIORITY DOCUMENT 

(PCT Administrative Instructions, Section 411) 


To: 

WFITKMANN H / l i r> . 
Kopernikusstrasse 9 / r *^V. 
D-81679 Mtinchen / Frf$t : 
ALLEMAGNE L ■ -^-31? n t , „ # 


Date of mailing (day/month/year) 

04 November 1999 (04.11.99) 




Applicant's or agent's file reference 
18843P WO-1 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/EP99/06131 


International filing date (day/month/year) 
20 August 1999 (20.08.99) 


International publication date (day/month/year) 

Not yet published 


Priority date (day/month/year) 

20 August 1998 (20.08.98) 


Applicant 

ORPEGEN PHARMA GESELLSCHAFT FUR BIOTECHNOLOGISCHE FORSCHUNG, ENTWICKLUNG 
I UND PRODUKTION M.B.H. ot ol — 1 





1. The applicant is hereby notified of the date of receipt (except where the letters "NR" appear in the right-hand column) by the 
International Bureau of the priority document(s) relating to the earlier application(s) indicated below. Unless otherwise 
indicated by an asterisk appearing next to a date of receipt or by the letters "NR", in the right-hand column, the priority 
document concerned was submitted or transmitted to the International Bureau in compliance with Rule 17.1 (a) or (b). 

2. This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

3. An asterisk!*) appearing next to a date of receipt in the right-hand column, denotes a priority document submitted 
or transmitted to the International Bureau but not in compliance with Rule 17.1(a) or (b). in such a case, the attention 
of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim 
concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document 
within a time limit which is reasonable under the circumstances. 

4. The letters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not received by the International 
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the International Bureau, 

as provided by Rule 17.1(a) or (b), respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1(c) which 
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, 
upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the 
circumstances. 



Priority date 



20Augu 1998 (20.08.98) 



Priority application No. 

PCT/EP 98/05306 



Country or regional Office 
or PCT receiving Office 

EP 



Date of receipt 
of priority document 

02 Nove 1999 (02.11.99) 





The International Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneva 20, Switzerland 

Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

TaVeb Akremi r \ s yV 
Telephone No. (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/304 (July 1998) 



002936841 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTW^NS 



Absender: 



MIT DER INTE^PKTIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 



Weickmann Weickmann Prechtel Weiss 
Tiesmeyer Herzog Bohm Liska & Huber 
Kopernikusstrasse 9 
81679 Munchen 
ALLEMAGNE 



2!* 




MITTEILUNG UBER DIE UBERSEftbt^"'* 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel 71.1 PCT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



07.12.2000 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
18843P WO-1 


WICHTIGE MITTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/06131 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
20/08/1999 


P rioritatsdatu m (T ag/Monat/Jahr) 
20/08/1 998 


Anmelder 

ORPEGEN PHARMA GESELLSCHAFT ...et. al. 





1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der internationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen, ubermittelt. 



2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen - dem Internationalen Buro zur 
Weiterieitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermitteln. 



4. ERINNERUNG 



Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtern noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Ubersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro irn Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 



1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermitteln, so muB diese 
Ubersetzung auch Ubersetzungen aller Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Ubersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 



Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordernissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der internationalen Prufung 


Bevollmachtigter Bediensteter 




beauftragten Behorde 


Europaisches Patentamt 


Vullo, C 




^YV\ D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 






Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel. +49 89 2399-8061 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBfift DIE INTERNATIONALE ZlA^MENARBEIT AUF DEM 
W GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
18843P WO-1 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/06131 


Internationales Anme\tiedatump~ag/Monat/Jahr) 
20/08/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
20/08/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C07K1 4/655 



Anmelder 

ORPEGEN PHARMA GESELLSCHAFT ...et. ai. 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale voriaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfa3t insgesamt 7 Blatter einschiieGlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I IS Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


ES 


V 


IS 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
15/03/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
07.12.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
Wvrt D-80298 Munchen 
. Tel - + 49 89 2399 ■ 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter ^^^x 
Wimmer, G (I l) 

Tel. Nr. +49 89 2399 7347 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER \ 
PRUFUNGSBERICHT 




RLAUFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/061 31 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-28 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

7-13 ursprungliche Fassung 

1 -6 eingegangen am 08/1 1/2000 mit Schreiben vom 08/1 1/2000 



2. Hinsfchtlich der Sprache: Aile vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeidung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unterdiesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeidung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Pruiung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeidung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeidung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeidung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeidung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

IS Anspruche, Nr.: 7-13 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06131 



□ 



Zeichnungen, 



Biatt: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmeider: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. [3 Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmeider nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1, 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

K aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Ersteliung dieses Berichts eine Internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

H alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 




Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/061 31 



Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 1-6 
Nein: Anspruche 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 1-6 



Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-6 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 3) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06131 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

Grundlage des Berichtes. 

Mit Brief vom 8.1 1 .2000 wurden seitens des Anmelders geanderte Anspruche 1-6 
eingereicht. 

Obwohl nicht ausdrucklich im Begleitschreiben angewiesen, erscheint es 
infolgedessen, daR seitens der Anmelder die Riickziehung der ursprunglich 
eingereichten Anspruche 7-13 beabsichtigt ist, da diese entweder ahnliche 
Schutzanspriiche darstellen (urspriingliche Anspruche 12 und 13), nicht als 
erfinderisch befunden wurden (ursprunglicher Anspruch 11), Oder sich auf eine andere 
W Erfindung beziehen (urspriingliche Anspruche 7-10). 

Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung. 

Im AnschluR wird auf folgende Dokumente Bezug genommen (die Reihenfolge der 
Dokumente entspricht der Reihenfolge ihrer Auflistung im Internationalen 
Recherchenbericht): 

D1 : EP-A-0 505 680 (BIOSIGNAL) 30. September 1 992 (1 992-09-30) in der 
Anmeldung erwahnt 
_ D5: EP-A-0 017 536 (CLIN-MIDY) 15. Oktober 1980 (1980-10-15) 



Die vorliegenden Patentanspruche (eingereicht als geanderte Anspruche 1-6, mit Brief 
vom 8.1 1 .2000) erfullen nicht das Kriterium der Einheitlichkeit der Erfindung gemaB 
Regel 13.1 PCT. 

Unabhangige Anspruche beinhalten die Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung als gemeinsames technisches Merkmal. Dies kann jedoch 
nicht als "besonderes technisches Merkmal" im Sinne von Regel 13.2 PCT verstanden 
werden, da es keinen erfinderischen Beitrag zum Stand derTechnik darstellt: 

Fur ein Verfahren zur Herstellung von Biostatin mittels Peptidsynthese in Losung, kann 
Dokument D5 als nachstliegender Stand derTechnik angesehen werden. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blart 1) (EPA -April 1997) 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06131 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



D5 beschreibt die Herstellung von Somatostatin und einiger Analoga durch 
schrittweisen Aufbau in Losung (siehe speziell Zusamrnenfassung und S. 2-4). 

Die Peptide werden hierbei, vom C-Terminus beginnend, in Losung hergestellt. Als 
Variante wird eine Methode erwahnt, zunachst Heptapeptide herzustellen, und diese 
danach zu koppeln. 

Nach Herstellung des Peptides wird die Disulfidbrucke durch Oxidation geschlossen. 

Der Unterschied zu obengenannter Methode besteht somit im Endprodukt. 

Das technische Problem liegt somit in der Bereitstellung eines alternativen Produktes. 

Die Losung erscheint trivial, da Biotin ein Analogon von Somatostatin, mit ahnlichen 
Strukturellen Gegebenheiten, darstellt. Obwohl Biostatin moglicherweise eine zu 
Somatostatin unterschiedliche Konformation einnehmen konnte, erscheint die 
Moglichkeit der Herstellung beider Peptide mit derselben Methode als nicht 
uberraschend, vor allem da z.B. in D1 die erfolgreiche Herstellung von Biostatin und 
Somatostatin mit derselben Methode (Festphasensynthese) beschrieben wird. 
Der Fachmann wiirde also versuchen, die Methode von D5 zur Herstellung von 
Biostatin verwenden. Die Herstellung von Biostatin mittels Peptidsynthese in Losung 
kann daher nicht als erfinderisch angesehen werden. 

Die vorliegenden Anspruche stellen daher verschiedene Methoden zur Herstellung von 
Biostatin dar. Im Detail lassen sich folgende Erfindungen unterscheiden: 

I) Herstellung nach obengenannter Methode, unter Verwendung von Jod zur 
Ausbildung der Disulfidbrucken; 

II) Herstellung nach obengenannter Methode, unter Verwendung von Ddz als 
Schutzgruppe; 

III) Herstellung nach obengenannter Methode, wobei die Oxidation vor Abspaltung 
aller Schutzgruppen erfolgt. 

Derzeit wird jedoch von einer Aufforderung zur Einschrankung oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren abgesehen, um eine zeitgerechte Erstellung des International 
Prufberichtes zu gewahrleisten. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



# 

INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06131 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Art. 35(2) PCT hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung. 

Neuheit. 



1) Die Synthese von Biostatin in Losung wurde im Stand der Technik noch nicht 
beschrieben. Zwar wird in D5 der stufenweise Aufbau von Somatostatin in Losung 
beschrieben, jedoch nicht der des Analogons Biotin. Anspruche 1-6 konnen somit 
als neu angesehen werden. 

Erfinderische Tatigkeit. 

2) Wie unter Punkt IV bereits erlautert, kann die Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung nicht als erfinderisch angesehen werden. 

Jedoch unterscheiden sich die Verfahren der vorliegenden Anspruche hiervon 
durch die Verwendung von Jod zur Oxidation (Anspruch 1), die Verwendung von 
Ddz als Schutzgruppe (Anspruche 3, 5 und 6), sowie der Oxidation vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen (Anspruche 2 und 4). 

In der Methode von D5 die Oxidation bevorzugt durch Luftsauerstoff oder Kalium 
ferrocyanid (S. 10), wahrend in der vorliegenden Anmeldung Jod verwendet wird 
(Beschreibung, S. 27). Ebenso wird auf die Verwendung von Ddz als 
Schutzgruppe (Anspr. 3, 5 und 6), in Dokument D5 nicht hingewiesen. Weiters, 
und obwohl aus D5 nicht klar ersichtlich, wird angenommen, daB hierin die 
Oxidation nach Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt. 

Ein erfinderischer Schritt wird daher fur Anspruche 1-6 formell anerkannt, obwohl 
kein eindeutiger uberraschender Effekt ersehen werden kann, welcher durch eine 
dieser Modifikationen erzielt wird. 



Fomnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



00/7 63013 EP 009906131 
A 0 8. Nov. 2000 

JCM Rec'd PCT/PTO 1 5 FEB 2001 



PCT/EP99/06131 

Patentanspruche 



Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT 232) mittels Peptidsynthese 
in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung 
von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Disulfidbrucke mittels Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids durch Jod in Gegenwart eines geeigneten 
Losungsmittels geschlossen wird und das Biostatin nach Entfernen des 
Losungsmittels und gegebenenfalis Waschen erhalten wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oxidation vor Abspaltung aller Schutzgruppen durchgefiihrt 
wird. 



Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz 
(3, 5-Dimethoxybenzyl-ar,a-dimethyIoxycarbonyl oder [2(3,5- 
Dimethoxyphenyl)-2-oxycarbonyl]-propyI) verwendet wird. 

Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT 232) mittels Peptidsynthese 
in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung 
von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen geschlossen wird und das Biostatin 
nach Entfernen des Losungsmittels und gegebenenfalis Waschen 
erhalten wird. 



GEAENDERTES BLATT 



EP 009906131 



- 2 - 

Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz 
verwendet wird. 

Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT232) mittels Peptidsynthese 
in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung 
von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels 
geschlossen wird und das Biostatin nach Entfernen des Losungsmittels 
und gegebenenfalls Waschen erhalten wird, wobei als Schutzgruppen 
fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz verwendet wird. 
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IE INTERNATIONALE ZUS^MEN 4fffl£M AUFpgETCT 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) ~T/] ^ 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
18843P WO-1 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des intemationafen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/JPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/06131 


Internationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
20/08/1999 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
20/08/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C07K1 4/655 



Anmeider 

ORPEGEN PHARMA GESELLSCHAFT ...et. al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale voriaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmeider gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



I 




Grundlage des Berichts 


II 


□ 


Prioritat 


III 


□ 


Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 


IV 




Mangetnde Einheitlichkeit der Erfindung 


V 


SI 


Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Untertagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 


VI 


□ 


Bestimmte angefuhrte Unterlagen 


VII 


□ 


Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 


VIII 


□ 


Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
15/03/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
08.12.2000 


Name und Postanschrift der mit der internationalen voriaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

^ Europaisches Patentamt 
/fly D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Wimmer, G (f ^ )) 

\&** J/ 

Tel. Nr. +49 89 2399 7347 ^^jS^ 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/061 31 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf erne Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" undsind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthaften.): 
Beschreibung, Seiten: 

1-28 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

7-13 ursprungliche Fassung 

1-6 eingegangen am 08/11/2000 mit Schreiben vom 08/11/2000 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen Behorde in der Sprache: , zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache eingereicht; 
dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosaures quenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefiihrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, dass das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeidezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, dass die in computeriesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

K Anspriiche, Nr.: 7-13 



Fomnblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIH, Blatt 1) (Januar 1994) 



V 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/06131 



□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 
siehe Beiblatt 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche Oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. H Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 13.2 
und 13.3 

□ erfullt ist 

E3 aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine Internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
international Anmeldung durchgefuhrt: 

SI alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 



V 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/061 31 



Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



1-6 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 



1-6 



Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (G A) Ja: Anspruche 1 -6 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/061 31 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt I 

Grundlage des Berichtes. 

Mit Brief vom 8.1 1 .2000 wurden seitens des Anmelders geanderte Anspruche 1-6 
eingereicht. 

Obwohl nicht ausdrucklich im Begleitschreiben angewiesen, erscheint es 
infolgedessen, daB seitens der Anmelder die Ruckziehung der urspriinglich 
eingereichten Anspruche 7-13 beabsichtigt ist, da diese entweder ahnliche 
Schutzanspruche darstellen (ursprungliche Anspruche 12 und 13), nicht als 
erfinderisch befunden wurden (ursprunglicher Anspruch 11), oder sich auf eine andere 
Erfindung beziehen (ursprungliche Anspruche 7-10). 

Zu Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung. 

Im AnschluB wird auf folgende Dokumente Bezug genommen (die Reihenfolge der 
Dokumente entspricht der Reihenfolge ihrer Auflistung im Internationalen 
Recherchenbericht): 

D1 : EP-A-0 505 680 (BIOSIGNAL) 30. September 1992 (1 992-09-30) in der 

Anmeldung erwahnt 
D5: EP-A-0 017 536 (CLIN-MIDY) 15. Oktober 1980 (1980-10-15) 

Die vorliegenden Patentanspruche (eingereicht als geanderte Anspruche 1-6, mit Brief 
vom 8.1 1 .2000) erfullen nicht das Kriterium der Einheitlichkeit der Erfindung gemaB 
Regel 13.1 PCT. 

Unabhangige Anspruche beinhalten die Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung als gemeinsames technisches Merkmal. Dies kann jedoch 
nicht als "besonderes technisches Merkmal" im Sinne von Regel 13.2 PCT verstanden 
werden, da es keinen erfinderischen Beitrag zum Stand derTechnik darstellt: 

Fur ein Verfahren zur Herstellung von Biostatin mittels Peptidsynthese in Losung, kann 
Dokument D5 als nachstliegender Stand der Technik angesehen werden. 



Fonmblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 
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D5 beschreibt die Herstellung von Somatostatin und einiger Analoga durch 
schrittweisen Aufbau in Losung (siehe speziell Zusammenfassung und S. 2-4). 

Die Peptide werden hierbei, vom C-Terminus beginnend, in Losung hergestellt. Als 
Variante wird eine Methode erwahnt, zunachst Heptapeptide herzustellen, und diese 
danach zu koppeln. 

Nach Herstellung des Peptides wird die Disulfidbrucke durch Oxidation geschlossen. 

Der Unterschied zu obengenannter Methode besteht somit im Endprodukt. 

Das technische Problem liegt somit in der Bereitstellung eines alternativen Produktes. 

Die Losung erscheint trivial, da Biotin ein Analogon von Somatostatin, mit ahnlichen 
Strukturellen Gegebenheiten, darstellt. Obwohl Biostatin moglicherweise eine zu 
Somatostatin unterschiedliche Konformation einnehmen konnte, erscheint die 
Moglichkeit der Herstellung beider Peptide mit derselben Methode als nicht 
uberraschend, vor allem da z.B. in D1 die erfolgreiche Herstellung von Biostatin und 
Somatostatin mit derselben Methode (Festphasensynthese) beschrieben wird. 
Der Fachmann wurde also versuchen, die Methode von D5 zur Herstellung von 
Biostatin verwenden. Die Herstellung von Biostatin mittels Peptidsynthese in Losung 
kann daher nicht als erfinderisch angesehen werden. 

Die vorliegenden Anspruche stellen daher verschiedene Methoden zur Herstellung von 
Biostatin dar. Im Detail lassen sich folgende Erfindungen unterscheiden: 

I) Herstellung nach obengenannter Methode, unter Verwendung von Jod zur 
Ausbildung der Disulfidbrucken; 

II) Herstellung nach obengenannter Methode, unter Verwendung von Ddz als 
Schutzgruppe; 

III) Herstellung nach obengenannter Methode, wobei die Oxidation vor Abspaltung 
aller Schutzgruppen erfolgt. 

Derzeit wird jedoch von einer Aufforderung zur Einschrankung oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren abgesehen, um eine zeitgerechte Erstellung des International 
Prufberichtes zu gewahrleisten. 
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Zu Punkt V 

B grundete Feststellung nach Art. 35(2) PCT hinsichtlich der Neuheit, der 

rfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung. 

Neuheit. 

1) Die Synthese von Biostatin in Losung wurde im Stand der Technik noch nicht 
beschrieben. Zwar wird in D5 der stufenweise Aufbau von Somatostatin in Losung 
beschrieben, jedoch nicht der des Analogons Biotin. Anspruche 1-6 konnen somit 
als neu angesehen werden. 

Erfinderische Tatigkeit, 

2) Wie unter Punkt IV bereits erlautert, kann die Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung nicht als erfinderisch angesehen werden. 

Jedoch unterscheiden sich die Verfahren der vorliegenden Anspruche hiervon 
durch die Verwendung von Jod zur Oxidation (Anspruch 1), die Verwendung von 
Ddz als Schutzgruppe (Anspruche 3, 5 und 6), sowie der Oxidation vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen (Anspruche 2 und 4). 

In der Methode von D5 die Oxidation bevorzugt durch Luftsauerstoff Oder Kalium 
ferrocyanid (S. 10), wahrend in der vorliegenden Anmeldung Jod verwendet wird 
(Beschreibung, S. 27). Ebenso wird auf die Verwendung von Ddz als 
Schutzgruppe (Anspr. 3, 5 und 6), in Dokument D5 nicht hingewiesen. Weiters, 
und obwohl aus D5 nicht klar ersichtlich, wird angenommen, daf3 hierin die 
Oxidation nach Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt. 

Ein erfinderischer Schritt wird daher fur Anspruche 1-6 formell anerkannt, obwohl 
kein eindeutiger uberraschender Effekt ersehen werden kann, welcher durch eine 
dieser Modifikationen erzielt wird. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



EP 009906131 
0 8. Nov. 2000 



- 1 - 

PCT/EP99/06131 

Patentanspruche 



1 . Verf ahren zur Herstellung von Biostatin (TT 232) mittels Peptidsynthese 
in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung 
von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Disulfidbriicke mittels Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids durch Jod in Gegenwart eines geeigneten 
Losungsmittels geschlossen wird und das Biostatin nach Entfernen des 
Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen erhalten wird. 



2. Verf ahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oxidation vor Abspaltung aller Schutzgruppen durchgefiihrt 
wird. 



3, Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz 
(3,5-Dimethoxybenzyl-a,a-dimethyloxycarbonyl oder [2(3,5- 
DimethoxyphenyI)-2-oxycarbonyl]-propyl) verwendet wird. 



4. Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT 232) mittels Peptidsynthese 
in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung 
von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen geschlossen wird und das Biostatin 
nach Entfernen des Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen 
erhalten wird. 
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5. Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Arninosauren Ddz 
verwendet wird. 

6. Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT 232) mittels Peptidsynthese 
in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung 
von mit Schutzgruppen derivatisierten Arninosauren, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels 
geschiossen wird und das Biostatin nach Entfernen des Losungsmittels 
und gegebenenfalls Waschen erhalten wird, wobei als Schutzgruppen 
fur eine oder mehrere der Arninosauren Ddz verwendet wird. 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON BIOSTATIN (TT-232 TRIACETAT) UND SEINE ANALOGA 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for synthesising biostatin (TT-232) by means of solid phase synthesis on a polymer support, by 
gradually building up the peptide using amino acids derivatized with protective groups. According to said method, the protective groups 
are split off and the peptide is detached from the solid phase. The disulphide bond is closed through the oxidation of the completely or 
partially synthesised peptide in the presence of a suitable solvent for as long as the peptide remains bound to the solid phase. 

(57) Zusammenfassung 



Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mittels Festphasensynthese an einem polymeren Trager 
durch stufenweises Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutzgruppen 
abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelOst wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird, solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden 
vorliegt. 
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Verfahren zur Herstellung von BIOSTATIN (TT-232 Triacetat) 

und seine Analoga 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin 
mittels Festphasensynthese. 

Zur Synthese von Peptiden sind dem Fachmann verschiedene Verfahren 
bekannt. Es handelt sich dabei zum einen urn Flussigphasenmethoden, 
welche auf Shemyakin (Tetrahedron Lett. (1965), 2323 f.) zuruckgehen, 
und zum anderen um Festphasenverfahren, welche erstmals von Merrifield 
(R.B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 (1963) 2149) beschrieben wurden. 

Die Verfahren der Festphasen- und Flussigphasensynthese sind seither 
weiterentwickelt und erheblich verbessert worden, es wird hierzu beispieis- 
weise auf "Peptide, Chemie und Biologie", Hans Dieter Jakubke, Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg-Berlin-Oxford, 1 996, ISBN 3-8274-0000-7 
verwiesen. Dieses Lehrbuch beschreibt Methoden der klassischen als auch 
der Merrifield-Peptid-Synthese. Derzeit wird zur Peptidsynthese in erster 
Linie die Peptidsynthese in Losung angewandt. Insbesondere bei der 
Synthese von Peptiden, welche mindestens eine Disulfidbrucke ausbilden 
sollen, besteht im Hinblick auf die Synthese in Losung allerdings der der 
Methode inharente Nachteil, date diese Disulfidbrucke durch Oxidation in 
hoher Verdunnung gebtldet werden muG. Dies ist im klassischen Verfahren 
der Peptidsynthese in Losung notig, um die erforderliche ortliche Trennung 
der einzelnen Reaktionszentren zu bewirken und damit eine effektive 
Cyclisierung zu ermoglichen. 

Das Peptid Biostatin (TT-232) ist ein Analogon des Somatostatins und weist 
starke in vitro und in vivo Antitumoraktivitat auf. 
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Somatostatin ist ein naturlich vorkommendes Tetradecapeptid, welches die 
Bildung von Wachstumshormon und die Sekretion weiterer endokriner 
Molekule, wie z.B. Glucagon, Insulin und Gastrin, inhibiert. Somatostatin 
inhibiert oder reguliert einige Zellfunktionen und es wurde daruber hinaus 
festgestellt, date es wichtige endogene antiproliferative Aktivitat entfaltet. 
Es wurde auSerdem ein inhibitorischer Effekt von Somatostatin und seinen 
Analoga auf Tumoren gezeigt. In den letzten Jahren wurden einige 
Somatostatinanaloga entwickelt, welche langere Wirkungszeiten als das 
native Hormon und bessere Antitumorwirksamkeit aufweisen. Es wurde 
daher viel Muhe aufgewandt, tumorselektive Somatostatinanaloga zu 
entwickein, wobei insbesondere auch die leichte Herstellbarkeit eine Rolle 
spielt. 

Eines dieser Analoga ist ein Moiekul mit einer 5-Ringstruktur mit der 

folgenden Sequenz: 

D-Phe- Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cy s-Thr-NHs. 

Das Moiekul wurde TT-232 bzw. Biostatin genannt. Dieses Somatostatin- 
analogon hat praktisch keinen inhibitorischen Effekt auf die Wachstumshor- 
monsfreisetzung, zeigt aber starke Antitumorwirksamkeit in vivo und in vitro 
und induziert die Apoptose. Die Verbindung inhibiert die Tyrosinkinase- 
Aktivitat verschiedener menschiicher Darmtumorzellinien, wobei diese 
Inhibition sehr gut mit der beobachteten Inhibition der Zellproliferation 
ubereinstimmte. 

Die Herstellung von Octa- bzw. Heptapeptid-Derivaten wird beispielsweise 
in der EP-A-0 505 680 beschrieben. Dort wird aber fur eine effektive 
Cyclisierung uber die beiden Cystein-Reste das Peptid zuerst von der festen 
Phase abgetrennt, die Losung stark verdCinnt und dann die Oxidation 
bewirkt. Diese Art der Herstellung erfordert aber weitere Aufkonzentrations- 
und Reinigungsschritte. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Verfahren bereitzustellen, 
durch welches Biostatin besonders leicht und mit besonders hoher Ausbeute 
an freigesetztem Peptidamid nach der Disulfidoxidation erhalten werden 
kann. 

Eine weitere Aufgabe war es, die Herstellung von Biostatin in einer solchen 
Weise zu ermoglichen, daS eine leichte Aufarbeitung des erhaltenen 
Produkts erfolgen kann. 

Gelost werden diese Aufgaben zur Synthese von Biostatin (TT 232) in 
einem ersten erfindungsgemafcen Verfahren durch Festphasensynthese an 
einem polymeren Trager durch stufenweises Aufbau des Peptids unter 
Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach 
die Schutzgruppen abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelost 
wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder 
teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmit- 
tels geschlossen wird solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden 
vorliegt. 

Die im Rahmen des erfindungsgema&en Verfahrens angewandte Festpha- 
sensynthese kann in dem Fachmann an sich bekannter Weise durchgefuhrt 
werden. Die hierfur geeigneten Festphasenmaterialien, die benotigten 
Reagenzien, Puffer, Reaktionsbedingungen und einzusetzenden Schutz- 
gruppen fur die Aminosauren sind dem Fachmann bekannt. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren basiert auf der Feststellung, daS die 
ortliche Trennung der Reaktionszentren bei der Bildung der Disulfidbrucken 
in Biostatin in ausreichender Weise gewahrleistet ist, wenn die Oxidation 
erfolgt, solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden ist. 

Im Rahmen der Erfindung ist es sowohl mdglich, direkt nach Synthese 
desjenigen Teils von Biostatin, wefcher die zu verbruckenden Sulfhydryl- 
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gruppen enthalt, eine Oxidation und damit Ausbildung der Disulfidbrucke zu 
bewirken, und dann das Peptid fertig zu synthetisieren, als auch zuerst das 
vollstandige Peptid zu synthetisieren und danach die Oxidation durchzufuh- 
ren. Mafcgeblich ist jedoch, daS die Oxidation erfolgen muR, solange das 
Peptid festphasen-gebunden vorliegt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es bevorzugt, die Oxidation vor 
Abspaltung der Schutzgruppen des Peptids durchzufuhren. 

Zur Oxidation konnen alle auch bisher bereits fur in Losung durchgefuhrte 
Verfahren bekannte Oxidationsmittel eingesetzt werden. Geeignete 
Oxidationsmittel sind dem Fachmann daher bekannt. Beispiele fur derartige 
Oxidationsmittel sind Silber-, Quecksilber- oder Thalliumsalze, Jod, Peroxide 
oder Sauerstoff. Diese Oxidationsmittel werden in Gegenwart eines 
geeigneten Losungsmittels oder Losungsmittelgemisches angewandt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird besonders bevorzugt als 
Oxidationsmittel Jod, beispielsweise in essigsaurer Losung oder in einem 
Losungsmittel auf Basis von N,N-Dimethylformamid eingesetzt. 

Nach abgeschlossener Oxidation erfolgen Waschungen des polymergebun- 
denen Peptids mit verschiedenen Losungmitteln bzw. Losungsmittelgemi- 
schen. Hierzu konnen z.B. N,N-Dimethylformamid, Methanol, Essigsaure und 
Wasser oder aber auch Losungen von komplexierenden Reagenzien oder 
Reduktionsmitteln, wie insbesondere Thiosulfat oder Ascorbinsaure 
eingesetzt werden. 

Das erfindungsgema&e Verfahren wird vorteilhaft an einer festen Phase 
durchgefuhrt, welche eine saurelabile Ankergruppe (acid labile anchoring 
bond, ALAB) aufweist. Besonders bevorzugt wird als feste Phase ein 
Polymer, insbesondere Polystyrol, eingesetzt. Vorteilhaft konnen auch 
modifizierte Harze verwendet werden, wie Aminomethylpolystyrol (AMPS), 
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Benzhydrylamtn-(BHA-PS) und Methylbenzhydrolamino-polystyrol (MBHA- 
PS). Die feste Phase kann dabei in fur die Festphasensynthese ublicher Form 
eingesetzt werden. Bevorzugt wird die Festphase in Form von Kugelchen, 
sogenannter "Beads", eingesetzt. 

Geeignete Ankergruppen sind in der Festphasenchemie ubliche Anker, 
welche die Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager in einfacher 
Weise erlauben. Besonders bevorzugt sind im Rahmen der Erfindung 
Ankergruppen, welche die Abspaltung des Peptids als Amid ermoglichen. 
Beispielhafte mit einer saurelabilen Ankergruppe derivatisierte Polymere 
(ALAB-P) sind 5-(9-amino)xanthen-2yl-)oxyveryl-4'-methyl-benzhydrylamino- 
polystyrol und 4-(2',4'-dimethoxyphenyl)-aminomethyl-phenoxyacetyI-4"- 
methyl benzhydrylamino-polystyrol. 

Besonders bevorzugte Ankergruppierungen sind desweiteren 4-Hydroxyme- 
thyl-benzoesaure (HBMA), 9-Amino-xanthenyI-3-hydrol (Xant) oder p[(R,5)- 
a-(1-(9H-Fluoren-9-yl)methoxyformamido]-2 / 4-dimethoxybenzyl]-phenoxy- 
essigsaure [MEOBP]. Am meisten bevorzugt sind im Rahmen der Erfindung 
die Xant- und die MEOBP-Gruppierung. 

Die Synthese wird im erfindungsgema&en Verfahren bevorzugt mit der 
Fmoc-/tert. Butyl-Strategie durchgefuhrt. Dies bedeutet, daB die zum 
Aufbau des Peptids benotigten Aminosauren an der Aminogruppe mit einer 
Fmoc-Schutzgruppe und an den Seitenkettengruppierungen mit tert. 
Butylgruppen derivatisiert sind. Die Fmoc-Schutzgruppe ist dabei eine 
temporare Schutzgruppe, da sie bei der Ausbildung des Peptids abgespalten 
wird, und lediglich eine Fmoc-Gruppe am N-Terminus des synthetisierten, 
festphasengebundenen Peptids verbleibt. 

Die Sulfhydrylgruppen der Cysteine werden vorteilhaft mit Trityl- oder Acm- 
schutzgruppen derivatisiert. Es ist auGerdern besonders bevorzugt, die N- 
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terminal letzte Aminosaure im Sequenzaufbau als N-alpha Boc-geschutztes 
Aminosaurederivat einzusetzen. 

Im Rahmen des erfindungegemaSen Syntheseverfahrens werden die 
folgenden Schritte durchlaufen: 

1 . Beladung des polymeren Tragers mit dem Anker und/oder dem ersten 
Aminosaurederivat 

2. Aufbau der Peptidsequenz 

3. Kniipfung der Disulfidbrucke 

4. Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager und/oder der 
Schutzgruppenabspaltung 

5. Schutzgruppenabspaltung (sofern nicht bereits unter 4. erfolgt). 

Zur Abspaltung der im synthetisierten Peptid enthaltenen Schutzgruppen 
konnen literaturbekannte Methoden, z.B. Zugabe von verdiinnter Piperidinld- 
sung, angewandt werden. 

Die Abspaltung der Peptide vom polymeren Trager erfolgt ebenfalls nach an 
sich bekannten Methoden. Im Fall der saurelabilen Ankergruppen erfolgt die 
Abspaltung sauer, besonders bevorzugt mit konzentrierter oder verdiinnter 
Trifluoressigsaure. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen der von der Festphase gelosten Peptide 
erfolgt in der Regel ebenfalls durch Saurezugabe, bevorzugt wiederum 
mittels Trifluoressigsaure. Nach der Abspaltung der Peptide konnen 
gewunschtenfalls weitere Reinigungs- oder/und Konzentrationsschritte 
durchgefuhrt werden. Eine Reinigung kann hierbei vorteilhaft mittels 
praparativer HPLC erfolgen. 

Die Synthese gemafc dem erfindungsgemalSen Verfahren geht in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform von Fmoc-Threonin(tert. butyl- 
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ether)amicl aus, welches kovalent an eine Polystyrol-Festphase uber eine 
saurelabile Xanthenyl-Ankergruppierung gebunden ist. 

In der Folge werden die einzelnen geschutzten Aminosauren zugegeben 
unter Bildung eines Festphasen-gebundenen geschutzten Peptids. Zur 
Ausbildung der Disulfidbrucke wird das Heptapeptid sodann an der 
Festphase durch Zugabe von Jod/N,N-Dimethy!formamid oder Essigsaure 
oxidiert und das cyclisierte Heptapeptid durch Saurebehandlung vom Trager 
abgelost. Gleichzeitig werden alle Schutzgruppen an Seitenketten des 
Peptids abgespalten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Synthese von Biostatin (TT-232) mittels Peptidsynthese in Losung durch 
stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen 
derivatisierten Aminosauren, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines 
geeigneten Losungsmittels geschlossen wird und das Biostatin nach 
Entfernen des Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen des Produkts 
erhalten wird. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren ermoglicht eine im Vergleich zum Stand 
der Technik sehr effektive und einfache Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung. Insbesondere bei der bevorzugten Verfahrens- 
fiihrung unterVerwendung von mit Ddz(3,50imethoxybenzyl-a,a-dimethyl- 
oxycarbonyl oder 2[{3,5-Dimethoxyphenyl)-2-oxycarbonyl]-propyl) als 
Schutzgruppe derivatisierten Aminosauren zum Peptidaufbau konnen hohe 
Ausbeuten des Produkts auf einfache Weise erhalten werden. Das 
erfindungsgema&e Verfahren weist auBerdem den Vorteil auf, daft nach 
vollendetem Peptidaufbau in leichter Weise die Oxidation erfolgen kann. Es 
ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt, die Oxidation vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen durchzufuhren, allerdings ist eine 
Verfahrensfuhrung mit Abspaltung der Schutzgruppen vor der Oxidation 
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ebenfalls moglich, auch wenn die Ausbeuten mit dieser Variante etwas 
geringer sind. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaSen Verfahrens liegt darin, daft 
nach erfolgter Oxidation und damit intramolekularem RingschluS uber die 
beiden Cystein-Reste die Reaktionsldsung abgedampft werden kann und auf 
diese Art und Weise das Produkt erhalten wird. Gegebenenfalls wird das 
Produkt noch gewaschen, z.B. mit Ether, und danach erneut abgesaugt und 
getrocknet. 

Im erfindungsgemaSen Verfahren sind vorzugsweise die folgenden 
Syntheseschritte nacheinander durchzufuhren: 

1 . Kopplung von Ddz-geschiitztem Cys (Acm) an tert.-Butyl-geschutztes 
Treonin 

2. Ersatz der Schutzgruppe Ddz durch Trifiuoressigsaure, 

3. Anfugen eines Ddz-geschiitzten Lysin (Z), 

4. Ersatz der Ddz-Schutzgruppe durch Trifiuoressigsaure 

5. Anfugung des Ddz-geschiitzten D-Trp 

6. Entfernung der Ddz-Schutzgruppe mit Trifiuoressigsaure 

7. Anfugung des Ddz-geschiitzten Tyr (Tbu) 

8. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe und Ersatz durch Trifiuoressigsaure 

9. Anfugen des Ddz-geschiitzten Cys (Acm) 

10. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe mit Trifiuoressigsaure 

1 1 . Anfugen des Boc-geschiitzten D-Phe 

12. Ersatz des Boc durch Trifiuoressigsaure 

13. Oxidation und Aufarbeitung des Produkts durch Abdampfen des 
Losungsmittels und Waschen. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die Oxidation mit dem voll 
geschutzten Peptid durchgef iihrt, wogegen in der anderen Ausfuhrungsform 
in Schritt 1 1 teiiweise bereits die Schutzgruppen entfernt werden, so daB 
lediglich die Acm-Gruppen am Cystein verbleiben. 
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Das erfindungsgemaSe Verfahren, welches ein zweiter Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist, ermoglicht eine einfache Peptidsynthese in 
Losung, bei der sowohl die Oxidation als auch die Aufarbeitung sehr leicht 
durchzufuhren sind. Durch Oxidation des noch tert.-Butyl-geschutzten 
Biostatins wird eine besonders hohe Ausbeute von ca. 70 bis 80 % der 
Theorie erhalten. 

Weitere Ausgestaltungen des erfindungsgema&en Verfahrens konnen aus 
den Beispielen 4 und 5 ersehen werden. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautern. 

Beispiel 1 : 

Stufe 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Linker 

395g Fmoc-MEOBP-MBHA-Harz (Beladung 0,84 mmol/g) werden unter 
Verwendung von 1,5 I N.N-Dimethylformamid in ein mit einer Bodenfritte 
versehenes ReaktionsgefaS uberfuhrt und durch Taumeln gemischt; nach 5 
Minuten wird abgesaugt. Die Taumelbewegung wird wahrend aller Wasch- 
und Reaktionsschritten aufrechterhalten. Es folgt ein DMF-Waschschritt, 
dazu werden 1,5 I N.N-Dimethylformamid in das ReaktionsgefaB gefullt, 
nach 5 Minuten wird das N.N-Dimethylformamid abgesaugt. Es werden 1 ,5 
I 50 % Piperidin in N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten 
wird die Piperidinlosung abgesaugt und erneut 1,5 I 50 % Piperidin in 
N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 30 Minuten wird die 
Piperidinlosung abgesaugt und erneut 1 , 5 L 50 % Piperidin in N.N-Dimethyl- 
formamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten wird die Piperidinlosung 
abgesaugt, anschlieftend werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 2, Kupplung von Fmoc-Thr(tBu) 
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Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 267,1 g (672 mmol) Fmoc-Thr(tBu) 
in 375 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt*H 2 0 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das Reaktionsgefafc zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 1 ) gegeben, dann erfolgtdie Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es werden 4 DMFWaschschritte 
(s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 1 beschrieben abgespalten, 
wobei bei dem DMF-feuchten Harz auf den einleitenden Quellvorgang 
verzichtet wird. 

Stufe 4, Kupplung yon Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 3) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 393, 6 g (672 mmol) Fmoc-Cys (Trt) 
in 375 N.N-Dimethylformamid, 104,4g (672 mmol) HOBt*H 2 0 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 196,8 g (336 mmol) 
Fmoc-Cys(Trt) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
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HOBt*H 2 0 in 125 ml N.N-Dimethyiformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethyiformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaS 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunde 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 5, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 6, Kupplung von Fmoc-Lys(Boc) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 5) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 31 4,9 g (672 mmol) Fmoc-Lys(Boc) 
in 500 ml N.N-Dimethyiformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt*H 2 0 in 250 
ml N.N-Dimethyiformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethyiform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das Reaktionsgefafc zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 5) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 157,4 g (336 mmol) 
Fmoc-Lys(Boc) in 250 ml N.N-Dimethyiformamid, 52,2 g (336 mmol) 
HOBt*H 2 0 in 125 ml N.N-Dimethyiformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethyiformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaR 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMFWaschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 7, Abspaltung cler Fmoc-Schutzgruppe 
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Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 8, Kupplung von Fmoc-D-Trp 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 7) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 286,8 g (672 mmol) Fmoc-D-Trp in 
500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt*H 2 0 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaR zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 7) gegeben, dann erf olgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 143,3 g (336 mmol) 
Fmoc-D-Trp in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
HOBt*H 2 0 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das Reaktionsgefafc 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 9, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 10, Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 9) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 308,8 g (672 mmol) Fmoc-Tyr(tBu) 
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in 500 m! N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmo!) HOBt*H 2 0 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbererteten Losungen werden in das ReaktionsgefaS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 9) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnornmen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz,, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefiihrt: 154,4 g (336 mmol) 
Fmoc-Tyr(tBu) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
HOBt*H 2 0 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaS 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnornmen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 11, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 12, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufel 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 393,6 g (672 mmol) Fmoc-Cys (Trt) 
in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt*H 2 0 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefafS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 11) gegeben, dann erfolgt die Zugabe 
von 228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnornmen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 196,8 g {336 mmol) 
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Fmoc-Cys (Trt) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
HOBt*H 2 0 in 125 m! N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das Reaktionsgefate 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 13, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten 
Stufe 14, Kupplung von Boc-D-Phe 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufel 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 178,3 g (672 mmol) Boc-D-Phe in 
500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt*H 2 0 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das Reaktionsgefafc zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 11) gegeben, dann erfolgt die Zugabe 
von 228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 89,1 g (336 mmol) Boc- 
D-Phe in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) HOBt*H 2 0 in 
1 25 ml N.N-Dimethylformamid und 1 07,9 g TBTU in 400 ml N.N-Dimethyl- 
formamid. Diese Losungen werden in das Reaktionsgefali gegeben, dann 
erfolgt die Zugabe von 1 1 4,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden Reaktionszeit wird 
eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen 
untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es werden 4 DMF- 
Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 15, Umsetzung mit Boc 2 0 

Das aus Stufe 14 resultierende Produkt wird mit 4 I N.N-Dimethylformamid 
versetzt und 20 Minuten agititiert. Dann werden 400 g Boc 2 0 zugegeben, 
nach 5 Minuten werden in 5 Minuten Abstand 3 Portionen DiEA a 200 ml 
zugegeben. Nach 1000 Minuten wird abgesaugt, es folgen 5 DMF-Wasch- 
schritte (s.o.) a 3 I und 3 analoge MeOH-Waschschritte wobei jeweils 2,5 
I MeOH eingesetzt werden. Nach 1 6 stundigem Trocknen im Hochvakuum 
werden 833 g polymergebundenes Peptid erhalten. 

Stufe 1 6, Knupfung der Disulfidbriicke 

Zu 833 g poiymergebundenem Peptid (0,37 mmol Peptid/g Peptid-Trager- 
konjugat) aus Stufe 15 wird eine Losung von 416,5 g Jod in 6 I N,N-Di- 
methylformamid gegeben. Nach 60 Minuten wird abgesaugt und mit 8 I 
N.N-Dimethylformamid versetzt. Nach 60 Minuten wird abgesaugt, es 
folgen 4 DMF-Waschschritte (s.o.) a 8 I. Folgende Prozedur wird 3 mal 
durchgefuhrt: Es werden 8 I N.N-Dimethylformamid und 2 i 10 %ige 
Na 2 S 2 0 3 -L6sung zugegeben. Nach 5 Minuten wird abgesaugt, es folgen 3 
Waschschritte mit einer Mischung aus 8 I N.N-Dimethyiformamid und 2 I 
Wasser sowie 2 DMF-Waschschritte a 8 I. AnschlielSend wird je 3 mal mit 
Wasser, Methanol, Wasser und Methanol gewaschen und uber Nacht im 
Hochvakuum getrocknet. Auswaage 672,4 g (0,45 mmol Peptid/g Peptid- 
Tragerkonjugat) . 

Stufe 17, Abspaltung vom Polymer 

Zu 672,4 g poiymergebundenem Peptid aus Stufe 1 6 wird eine Losung von 
je 120 ml m-Cresol und Wasser in 6 I Trifluoressigsaure (Abspaltreagenz) 
gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Danach saugt 
man ab und versetzt das Harz erneut mit Abspaltreagenz. Die erste 
Nachspaltung wird nach 30 Minuten abgesaugt, es folgen Nachspaltungen 
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von einer bzw. zwei Stunden Dauer. Die jeweiligen Filtrate werden am 
Rotationsverdampfer bei 30 °C Wasserbadtemperatur im Wasserstrahl- 
vakuum eingedamft. Der Ruckstand wird mit 3 I Ether verruhrt, uber eine 
P3-Fritte abgesaugt und 3 mal mit je 1,5 I Ether gewaschen. Nach 16 
stundigem Trocknen im Hochvakuum werden insgesamt 231,85 g Peptid 
erhalten. 

Ausbeute: 13,4% d.Th. uber alle Stufen, 14,8% bezogen auf die Abspal- 
tung 

Beispiel 2: 

Stufe 1, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Linker 

3,64 g Fmoc-XANT-Harz (Beladung 0,55 mmol/g) werden unter Verwen- 
dung von 25 ml N.N-Dimethylformamid in ein mit einer Bodenfritte 
versehenes ReaktionsgefaS uberfuhrt, geschuttelt; nach 5 Minuten wird 
abgesaugt. Das Schutteln wird wahrend alien Wasch- und Reaktionsschrit- 
ten aufrechterhalten. Es folgt ein DMF-Waschschritt, dazu werden 25 ml 
N.N-Dimethylformamid in das ReaktionsgefaR gefiillt, nach 5 Minuten wird 
das N.N-Dimethylformamid abgesaugt. Es werden 25 ml 50 % Piperidin in 
N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten wird die Piperidin- 
losung abgesaugt und erneut 25 ml 50 % Piperidin in N.N-Dimethylform- 
amid (v/v) zugegeben. Nach 25 Minuten wird die Piperidinlosung abgesaugt 
und 25 ml 50 % Piperidin in N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 
5 Minuten wird die Piperidinlosung abgesaugt, anschlieSend werden 5 DMF- 
Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 2, Kupplung von Frnoc-Thr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1) 
werden 2,39 g (6 mmol) Fmoc-Thr(tBu), 1 , 1 2 g (7,2 mmol) HOBt*H 2 0 und 
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2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid geldst. Diese 
Losung wire! in das ReaktionsgefaB zu dem debiockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Arninogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 1 beschrieben abgespalten, 
wobei bei dem DMF-feuchten Harz auf den einleitenden Quellvorgang 
verzichtet wird. 

Stufe 4, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 3) 
werden 3,51 g (6 mmol) Fmoc-Cys (Trt), 1,12 g (7,2 mmol) HOBt*H 2 0 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem debiockierten Linkerpolymer 
(Stufe 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Arninogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 5, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 6, Kupplung von Fmoc-Lys(Boc) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 5) 
werden 2,81 g (6 mmol) Fmoc-Lys(Boc), 1,12 g (7,2 mmol) HOBt*H 2 0 und 
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2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 5) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04mL (12mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 7, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 8, Kupplung von Fmoc-D-Trp 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 7) 
werden 2,56 g (6 mmoi) Fmoc-D-Trp, 1,12 g (7,2 mmol) HOBt*H 2 0 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefafS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 7) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 9, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 10, Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 9) 
werden 2,76 g (6 mmol) Fmoc-Tyr (tBu), 1 ,1 2 g (7,2 mmol) HOBt # H 2 0 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das Reaktionsgefaft zu dem deblockierten Linkerpolymer 



WO 00/1 1032 PCT/EP99/06131 

- 19 - 

(Stufe 9) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnornmen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt volistandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 11, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzrruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 1 2, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1 1) 
werden 3,51 g (6 mmol) Fmoc-Cys(Trt), 1,12g (7,2 mmol) HOBt*H 2 0 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1 1 ) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (1 2 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnornmen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt volistandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 1 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 14, Kupplung von Boc-D-Phe 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 13) 
werden 1,59 g (6 mmol) Boc-D-Phe, 1,12 g (7,2 mmol) HOBt # H 2 0 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (1 2 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnornmen, gewaschen 
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und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 15, Knupfung der Disulfidbrucke 

Zu 5 g polymergebundenem Peptid (0,30 mMol Peptid/g Peptid-Tragerkon- 
jugat) aus Stufe 14 wird eine Losung von 2,5 g Jod in 50 ml N.N-Dimethyl- 
formamid gegeben. Nach 60 Minuten wird abgesaugt und mit 50 ml 
N.N-Dimethylformamid versetzt. Nach 60 Minuten wird abgesaugt, es 
folgen 4 DMF-Waschschritte (s.o.) a 50 ml. Folgende Prozedur wird 3 mal 
durchgefuhrt: Es werden 1 6 ml N.N-Dimethylformamid und 4 ml 10 %ige 
Na 2 S 2 0 3 -L6sung zugegeben. Nach 5 Minuten wird abgesaugt, es folgen 3 
DMF-Waschschritte. AnschlieSend wird je 3 mal mit Wasser, Methanol, 
Wasser und Methanol gewaschen und uber Nacht im Hochvakuum 
getrocknet. Auswaage 4,1 g (0,34 mmol Peptid/g Peptid-Tragerkonjugat). 

Stufe 16, Abspaltung vom Polymer und anschliefcende Abspaltung der 
Schutzgruppen 

1 g polymergebundenes Peptid werden 1 0 mal fur je 1 0 Minuten mit jeweils 
5 ml 1 % Trifluoressigsaure in Dichlormethan versetzt. Anschlie&end wird 
3 mal mit 5 % Trifluoressigsaure in Dichlormethan abgespalten. Die 
Abspaltlosungen werden gepoolt, eingedampft und 30 Minuten in 2,5 ml 
Trifluoressigsaure geruhrt. Dann wird in 20 ml Ether prazipitiert, uber eine 
P3-Fritte abgesaugt und 3 mal mit je 10 ml Ether gewaschen. Nach 16 
stundigem Trocknen im Hochvakuum werden 332 mg Peptid erhalten. 



Ausbeute: 23,9 % d.Th. uber alle Stufen, 

33,0 % bezogen auf die Abspaltung 
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Beispiel 3: Disulfid-Oxidation mit Thallium-trifluoracetat 
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Zunachst wird eine Festphasensynthese wie in Beispiel 1 beschrieben 
durchgefuhrt, jedoch an einem BHA-PS (Beladung 1 mmol/g) das mit 
MEOBP-Linker beladen wird. Es wird FmocCys(Acm) statt Fmoc-Cys(Trt) 
verwendet. 

1 36 mg TI(TFA) 3 werden in 1 ml N.N-Dimethylformamid geldst (Oxidations- 
losung), 0,5 g polymergebundenes Peptid (0,38 mmol Peptid/g Peptid-Tra- 
gerkonjugat) werden 5 Minuten mit 3 ml N.N-Dimethylformamid geschuttelt, 
dann werden 0,725 ml Oxidationslosung zugegeben. Nach 30 minutigem 
Schutteln bei 25 °C wird abgesaugt, und mit je 5 ml der folgenden 
Losungsmittel gewaschen: 3x N.N-Dimethylformamid, 3x MeOH, 1 x 10 % 
HAc in N.N-Dimethylformamid, 1x5% EDTA in H 2 0, 1 x 10 % HAc in 
N.N-Dimethylformamid, 1x5% EDTA in H 2 0, 1x10% HAc in N.N-Di- 
methylformamid, 1 x 5 % EDTA in H 2 0, 1 x H 2 0, 3x10% HAc in MeOH, 
3 x 10 % HAc in H 2 0, 3 x N.N-Dimethylformamid, 3 x MeOH, 3 x H 2 0, 3 
x MeOH. Es wird uber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Auswaage 420 
mg (0,40 mmol Peptid/g Peptid-Tragerkonjugat). 

Es werden 0,25 ml Triethylsilan mit 10 ml Trifluoressigsaure versetzt 
(Abspaltreagenz). 0,4 g polymergebundenes Peptid werden 30 Minuten mit 
3 ml Abspaltreagenz geschuttelt, dann wird abgesaugt und 2,5 ml 
Abspaltreagenz zugegeben. Nach 30 minutigem Schutteln wird abgesaugt, 
und das Harz noch 1 und 2 Stunden mit je 2,5 ml Abspaltreagenz behan- 
delt. Die Filtrate werden eingedampft, mit je 3 ml Ether verrieben, die dabei 
anfallenden Niederschlage werden uber eine P3-Fritte abgesaugt und 3 mal 
mit je 2 ml Ether gewaschen. Nach 1 6 stundigem Trocknen im Hochvakuum 
werden insgesamt 119 mg Peptid erhalten. 

Ausbeute: 8,6 % d.Th. uber alle Stufen, 

8,6 % bezogen auf die Abspaltung 
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Beispiel 4: Svnthese von TT232 in Losung 

1 . Ddz-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

In einem 1 L-Rundkolben werden 22,8 g (55 mMol) Ddz-Cys(Acm) und 9,32 
g (60 mMol) HOBT in 300 mL Ethylacetat gelost. Zu der geriihrten Losung 
werden 18,46 g (57,5 mMol) TBTU und 27,45 mL (0,25 Mol) NMM 
gegeben. Nach weiterem 5 minutigem Ruhren erfolgt Zugabe von 8,71 g 
(50 mMol) Thr(tBu)-NH 2 . Es wird uber Nacht geruhrt. Die Reaktionslosung 
wird mit 1 50 mL Benzin versetzt und mit 1 x 100 mL VE-Wasser, 3 x 100 
mL ges. NaHC0 3 -L6sung, 1 x 100 mL VE-Wasser, 3 x 100 mL 0,1N HCI, 
1 x 100 mL Brine und 1 x 100 mL ges. NaHC0 3 -L6sung gewaschen, uber 
10 g Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 
mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 25,2 g 
amorphes Produkt erhalten (Ausbeute: 88 % d.Th,). 

2. TFA*Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

18,3 g (32 mMol) Ddz-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 werden in 200 mL 5 % 
Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach Zugabe von 
200 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft und anschiiefiend mit 100 mL 
Ethylacetat codestillierL Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum 
in einer Mischung aus 30 mL VE-Wasser, 15 mL Ethylacetat und 30 mL 
Diethylether aufgenommen. Die Phasen werden im Scheidetrichter getrennt, 
die organische Phase wird noch 2x mit je 10 mL VE-Wasser extrahiert. Die 
vereinigten Wasserphasen werden mit 3x10 mL Ethylacetat/ Diethylether 
1 : 2 (v/v) gewaschen und lyophilisiert. Es werden 1 1 ,8 g amorphes Produkt 
erhalten (Ausbeute: 80 % d.Th.). 
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3. Ddz-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 
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In einem Rundkolben werden 1 2 g (26 mMol) TFA*Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 , 
14,34 g (28,5 mMol) Ddz-Lys(Z) und 4,84 g (31,1 mMol) HOBt in 100 mL 
Ethylacetat gelost. Zu der geruhrten Losung werden 9,58 g (29,8 mMol) 
TBTU und 1 4,3 mL (0, 1 3 Mol) NMM gegeben. Es wird iiber Nacht geruhrt. 
Die klare Reaktionsiosung wird mit ca. 50 mL Benzin versetzt und mit 1 x 
50 mL VE-Wasser, 3 x 50 mL ges. NaHC0 3 -L6sung, 1 x 50 mL VE-Wasser, 
3 x 50 mL 0,1N HCI, 1 x 50 mL VE-Wasser und 12 x 20 mL 3 % 
NaC0 3 -L6sung gewaschen, uber 5 g Magnesiumsulfat getrocknet und am 
Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40 °C Wasserbadtemperatur 
eingedampft. Es werden 21,9 g glasartig erstarrendes Produkt erhalten 
(Ausbeute: 100 % d.Th.). 

4. TFA*Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

6 g (7,2 mMol) Ddz-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 werden in 40 mL 5 % 
Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach Zugabe von 
40 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft und anschliefcend mit 40 mL DME 
codestilliert. Der Ruckstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 3 
g Schaum erhalten (Ausbeute: quant.). 

5. Ddz-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 
Freisetzung von Ddz-D-Trp aus dem DCHA-Salz: 

6,56 g (11 mMol) Ddz-D-Trp*DCHA werden in 20 mL Ethylacetat 
suspendiert und im Scheidetrichter mit 3 x 20 mL 0, 1 N HCI und 2x10 mL 
VE-Wasser gewaschen. Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft. 



J 
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In einem Rundkolben werden 5,22 g (7 ,2 mMol) TFA*Lys(Z)-Cys(Acm)- 
Thr(tBu)-NH 2 das oben erhaltene Ddz-D-Trp und 1,57g dOmMol) HOBT in 
40 ml_ DME gelost. Zu der geruhrten Losung werden 3,0 g (9,4 mMol) 
TBTU und 3,4 mL (0,031 Mo!) NMM gegeben. Es wird uber Nacht geruhrt. 
s Die klare Reaktionslosung wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar * 
und 40° C Wasserbadtemperatur eingedampft, in 40 mL Ethylacetat 
aufgenommen und mit ca. 10 mL Benzin versetzt. Dann wird mit 1 x 20 mL 
VE-Wasser und 1 x 20 mL 3 % Na 2 C0 3 -Losung gewaschen. Das Produkt 
fallt aus, wird abgesaugt und mit PE/EE 2 : 1 gewaschen. Nach Trocknen 
10 im Hochvakuum werden 4,3 g Produkt erhalten (Ausbeute: 65% d.Th.). 

w 

6. TFA* D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

1 1,2 g (1 1 mMol) Ddz-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 werden in 64 
is mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach 
Zugabe von 64 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieSend mit 60 mL 
DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 
Ether verrieben. Der Niederschlag wird abgesaugt und im Hochvakuum 
20 getrocknet. Es werden 10 g beiger Feststoff erhalten (Ausbeute: 100 %). 

7. Ddz-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

Freisetzung von Ddz-Tyr(tBu) aus dem CHA-Salz: 
25 7,38 g (13,2 mMol) Ddz-D-Trp *DCH A werden in 30 mL Ethylacetat 
suspendiert und im Scheidetrichter mit 3 x 30 mL 0, 1 N HCI und 2 x 20 mL 
VE-Wasser gewaschen. Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft. 
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In einem Rundkolben werden 10g(11 mMol) TFA*D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)- 
Thr(tBu)-NH 2 , das oben erhaltene Ddz-Tyr(tBu) und 2,39 g (15,4 mMol) 
HOBT in 80 mL N,N'-Dimethylformamid geldst. Zu der geruhrten Losung 
werden 4,59 g (14,3 mMol) TBTU und 6 mL (0,055 Mol) NMM gegeben. 
Es wird uber Nacht geruhrt. Der Ansatz wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft und in TOO mL Ethylacetat 
aufgenommen. Dann wird mit 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. 
NaHC0 3 -L6sung, 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL kalter 0,1N HCI, 1 x 
100 mL Brine und 3 x 20 mL 3 % Na^COg-Losung gewaschen, uber ca. 5 
g Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 1 1 ,8 g amorphes 
Produkt erhalten (Ausbeute: 87 % d.Th.). 

8. TFA*Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

11,8 g (9,5 mMol) Ddz-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 
werden in 50 mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM geldst und 1 h bei RT 
geruhrt. Nach Zugabe von 50 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 20 mBar und 40° C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschfieSend 
mit 50 mL DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im 
Hochvakuum mit Ether verrieben. Der Niederschlag wird abgesaugt und im 
Hochvakuum getrocknet. Es werden 10,7 g beiger Feststoff erhalten 
(Ausbeute: 100 %). 

9. Ddz-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

In einem Rundkolben werden 4,73 g (1 1 mMol) Ddz-Cys(Acm), 10,7 g (50 
mMol) TFA*Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 und 2,07 g (13 
mMol) HOBT in 75 mL N,N'-Dimethylformamid geldst. Zu der geruhrten 
Losung werden 3,97 g (12,4 mMol) TBTU und 5,2 mL (0,048 Mol) NMM 
gegeben. Nach Ruhren uber Nacht wird der Ansatz am Rotationsverdampfer 
bei ca. 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, in Ethylacetat 
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aufgenommen, und mit 1 x 30 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. 
NaHC0 3 -L6sung, 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 20 mL 0,1N HCI, 1 x 20 mL 
VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. NaHC0 3 -L6sung und 1 x 20 mL VE-Wasser 
gewaschen, uber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer 
bei ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 
9,3 g Schaum erhalten (Ausbeute: 70 % d.Th.). 

10. TFA*Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

8,9 g (6,3 mMol) Ddz-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)- 
NH 2 werden in 35 mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT 
geruhrt. Nach Zugabe von 35 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei 
ca . 20 mBar und 40 ° C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlie&end 
mit 60 mL DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im 
Hochvakuum mit 30 mL Ether verrieben, abgesaugt gewaschen und im 
Hochvakuum getrocknet. Es werden 6,9 g Feststoff erhalten {Ausbeute: 84 
%). 

1 1 . Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 

In einem Rundkolben werden 640 mg (2,4 mMol) Boc-D-Phe, 2,61 g (2 
mMol) TFA*Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH 2 und 
430 mg (2,8 mMol) HOBT in 10 mL N,N'-DimethyIformamid gelost. Zu der 
geruhrten Losung werden 830 mg (2,6 mMol) TBTU und 550 //I (10 mMol) 
NMM gegeben. Nach Ruhren uber Nacht wird der Ansatz am 
Rotationsverdampfer bei ca. 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, in 
Ethylacetat aufgenommen und mit 1x10 mL VE-Wasser, 3x15 mL ges. 
NaHC0 3 -L6sung, 1 x 1 0 mL VE-Wasser, 3 x 1 0 mL 0, 1 N HCI, 1 x 1 0 mL 
ges. NaHC0 3 -L6sung und 1 x 10 mL VE-Wasser gewaschen, uber 
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 



# 
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und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 2,1 g amorpher 
Ruckstand erhalten (Ausbeute: 73 % d.Th.). 

1 2. TFA * D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-D-Trp-Lys-Cys( Acm)-Thr-NH 2 



1,44g (1 mMol) Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)- 
Thr(tBu)-NH 2 werden in 7,5 mL Trifluoressigsaure gelost und 16 h bei RT 
geruhrt. Nach DC-Kontrolle wird in 75 mL Diethylether prazipitiert. Der 
Niederschlag wird abgesaugt, gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 
Es werden 1,26 g Pulver erhalten (Ausbeute: 88 %). 



1 3. TT-232 Trifluoracetat 



In einem 1 L-Rundkolben werden 300 mL Essigsaure {96 %) vorgelegt, 
0,215 g (0,15 mMol) TFA*D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-D-Trp-Lys-Cys(Acm)- 
Thr-NH 2 werden unter intensivem Ruhren langsam zugegeben. Die Losung 
wird mit Argon entgast. Bei 22 °C wird uber einen Tropftrichter langsam 
eine Losung von 92 mg (0,36 mMol) Jod in 6 mL MeOH zugetropft, bis die 
Reaktionslosung eine dauerhafte, leicht orange Farbe aufweist. Nach 1 h 
wird so lange eine Losung von 53 mg (0,3 mMol) Ascorbinsaure in 5 mL 
VE-Wasser zugegeben, bis die Reaktionslosung entfarbt ist. Die Losung wird 
am Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, der 
Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 5 mL Ether verrieben, 
abgesaugt gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 280 mg 
Feststoff erhalten (HPLC-Vergleich mit einer Referenz zeigt einen Gehalt von 
53 %). 



Beispiel 5 

Es wird entsprechend Beispiel 4 verfahren, die Knupfung der Disulfidbrucke 
wird jedoch am geschutzten Peptid vorgenommen. 
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1 . tert Butyl-geschutztes TT232 

Zu 100 mL Essigsaure (96 %) werden in einem Rundkolben 72 mg (0,05 
mMol)Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH 2 
unter intensivem Ruhren langsam zugegeben. Die Losung wird mit Argon 
entgast. Bei 22°C wird uber einen Tropftrichter langsam eine Losung von 
92 mg (0,36 mMol) Jod in 6 mL MeOH zugetropft, bis die Reaktionslosung 
eine dauerhafte, leicht orange Farbe aufweist. Nach 1 h wird so lange eine 
Losung von 53 mg {0,3 mMol) Ascorbinsaure in 5 mL VE-Wasser 
zugegeben, bis die Reaktionslosung entfarbt ist. Die Losung wird am 
Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, der 
Ruckstand wird in 5 mL Ethylacetat und 2 mL VE-Wasser aufgenommen, die 
organische Phase wird mit 3x2 mL ges. NaHC0 3 -L6sung, 1x2 mL 
VE-Wasser, 1x2 mL 0 , 1 N HCI und 1x10 mL VE-Wasser gewaschen, uber 
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Nach Trocknen im 
Hochvakuum werden 45 mg Ruckstand erhalten (Ausbeute: 71 % d.Th.). 

2. TT232 Trifiuoracetat 

39 mg (0,03 mMol) tert Butyl-geschutztes TT232 werden in 230 jjL 
Trifluoressigsaure gelost und 1 6 h bei RT geruhrt. Dann wird am 
Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur 
eingedampft. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 1 mL 
Ether verrieben, abgesaugt gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es 
werden 33 mg Produkt erhalten (Ausbeute: 77 %). 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT 232) mittels Fest- 
phasensynthese an einem polymeren Trager durch stufenwei- 
ses Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutz- 
gruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutz- 
gruppen abgespalten und das Peptid von der Festphase 
abgelost wird, wobei die Disulfidbriicke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart 
eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird solange das 
Peptid noch an die teste Phase gebunden vorliegt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Oxidation nach Aufbau des volistandigen Peptids bewirkt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Oxidation vor Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& man zur Oxidation ein Silber-, Quecksilber- oder Thalliumsalz, 
Jod, ein Peroxid oder Sauerstoff, und insbesondere Jod in essig- 
saurer Losung oder KN-Dimethylformamid verwendet. 



5. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 
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daB man als Festphase ein eine saurelabile Ankergruppierung 
aufweisendes Polystyrol verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die saurelabile Ankergruppierung eine Xanthyi- oder eine MEOBP- 
Gruppe umfaSt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man zur Synthese Aminosauren verwendet, die durch eine Fmoc- 
Gruppierung an der Aminogruppe und durch tertiare Butylgruppen an 
den Seitenketten geschutzt sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man Sulfhydryl-Gruppen enthaltende Aminosauren ebenfalls mit 
Schutzgruppen versehen verwendet. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man die Abspaltung des Peptids vom Polymer und die Abspal- 
tung der Schutzgruppen gleichzeitig bewirkt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

date eine Aufreinigung des hergestellten Peptids nach Abtrennung von 
der Festphase durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT-232) mittels 
Peptidsynthese in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids 
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unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten 

Aminosauren, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels 
geschlossen wird und das Biostatin nach Entfernen des 
Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen erhalten wird. 



12. Verfahren nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Oxidation vor Abspaltung aller Schutzgruppen durchgefuhrt 
wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

date als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz 
verwendet wird. 



